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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Zusammensetzungen, welche eine Suspension von kolloidalen Partikeln in 
einer waBrigen Losung umfassen, wobei an der Oberflache der Partikel Biomolekule adsorbiert sind. 

s [0002] Konjugate, die aus Biomolekulen wie etwa Proteinen oder Nucleinsauren und kolloidalen Partikeln bestehen, 
werden weitverbreitet in diagnostischen und therapeutischen Verfahren, z.B. als Marker in Nachweisverfahren wie 
etwa Immunoassays, Oder als Mikroprojektile zum Gentransfer eingesetzt. Als Partikel konnen Partikel aus Metallen 
und Metallverbindungen wie etwa Metalloxiden, Metallhydroxiden, Metallsalzen und Polymerkernen, die mit Metallen 
oder Metallverbindungen beschichtet sind, verwendet werden (vgl. z.B. US-A-4, 31 3,734; Leuvering et al., J.lmmun- 

10 oassay 1 (1 980), 77-91 ; Leuvering Dissertation (1 984), Sol Particle Immunoassay (SPIA): The Use of Antibody Coated 
Particles as Labelled Antibodies in Various Types of Immunoassay; Uda et al., Anal.Biochem. 218 (1994), 259-264, 
DE-OS 41 32 133, Seite 3, Zeilen 16-18, fur Anwendungen als Marker und Tang et al., Nature 356 (1992), 152-154; 
Eisenbraun et al., DNA and Cell Biology 12 (1993), 791-797; Williams et al., Proc.Natl.Acad.Sci. USA 88 (1991), 
2726-2730 fOr Anwendungen zum Gentransfer). Weiterhin ist auch die Verwendung von nichtmetallischen kolloidalen 

is Partikeln wie etwa Carbonteilchen bekannt (van Amerongen, Anabiotic '92 (1993), 193-199). Am haufigsten werden 
zur Zeit kolloidale Goldpartikel eingesetzt. 

[0003] Zur Herstellung von Biomolekul-Gold-Konjugaten werden zunachst nach allgemein bekannten Verfahren 
Goldsole durch Reduktion von Tetrachlorgoldsaure hergestellt. AnschlieBend erfolgt eine Beladung der Goldsole mit 
dem jeweils gewiinschten Biomolekul, z. B. Proteinen wie Antikorpern, Protein A, Protein G, Streptavidin, etc. Die 

20 jeweiligen Beladebedingungen (pH, Puffer, Konzentration der Biomolekule etc.) richten sich nach dem isoelektrischen 
Punkt des Biomolekuls, der MPA (minimal protecting amount) oder/und der spezifischen Anwendung des Konjugats 
(vgl. z. B. De Mey, The Preparation and Use of Gold Probes, in: Immunocytochemistry, eds: J. M. Polak und S. v. 
Noorden, pp 115-145, Wright, Bristol 1986 und J. E. Beesley, Colloidal Gold: A New Perspective for Cytochemical 
Marking, Microscopy Handbooks 1 7, Oxford University Press, 1989, insbesondere pp 1-14). Auf die Offenbarungdieser 

25 Dokumente wird ausdrucklich Bezug genommen. 

[0004] Nach Beladung der kolloidalen Partikel mit dem jeweils gewiinschten Biomolekul ist eine Stabilisierung der 
Konjugate notwendig. Durch diese Stabilisierung soil eine Aggregation der Partikel minimiert werden und verbleibende 
freie, der Adsorption zugangliche Oberflachen abgesattigt werden. Im Stand der Technik werden als Stabilisatoren 
inerte Proteine, z. B. Rinderserumalbumin, Blutersatzmischungen etc., Detergenzien, wie etwa Tween® 20, wasser- 

30 losliche technische Polymere wie Polyethylenglykol (Molekulargewicht 20.000 D), Polyvinylpyrrolidon, Polyvinylalko- 
hol, Polyvinylsulfat, Dextran und Gelatine verwendet (vgl. z. B. De Mey, Supra; Beesley, Supra; Behnke, Eur. J. Cell 
Biol. 41 (1986), 326-338; DE 24 20 531 C3; und Meisel et al., J. Phys. Chem. 85 (1981), 179-187). Weiterhin wurde 
auch die Moglichkeit der Stabilisierung von Goldsolen durch Phosphan-Komplexliganden beschrieben (Schmid et al., 
Z. Naturforsch. 45b (1 994), 989-994). EP-A-489465 offenbart die Stabilisierung von Goldsol-Partikeln durch den Zusatz 

35 verschiedener Alkanthiole sowie deren Derivate. 

[0005] Die nach dem Stand der Technik eingesetzten Stabilisatoren binden adsorptiv an die freien Oberflachen der 
Metallpartikel. Durch langere Lagerung oder durch Anderung der Umgebungsbedingungen, wie sie z. B. in einem Test 
durch Kontakt mit Probe (Blut, Serum, Plasma, Urin), Einbringen der Konjugate in Teststreifenvliese etc. auftreten, 
konnen die Stabilisatoren mehr oder weniger stark von den Oberflachen desorbieren oder verdrangt werden. Dies 

40 fuhrt zu einer Verschlechterung der Aggregationsstabilitat und zu einer Zunahme der unspezifischen Reaktivitat. Dar- 
iiber hinaus handelt es sich bei einem groBen Teil der verwendeten Stabilisatoren urn schlecht definierte Produkte mit 
zum Teil schwankender Qualitat, z. B. Rinderserumalbumin, Gelatine. Dadurch konnen auch Schwankungen in der 
Stabilisierungswirkung auftreten. 

[0006] Adsorptionsvorgange an Partikeloberflachen sind sehr komplex und bisher nur zum Teil verstanden. Es wird 
45 angenommen, daB die Adsorption iiber eine Kombination von elektrostatischen Wechselwirkungen, Van-der-Waals- 
Kraften und hydrophoben Wechselwirkungen zustande kommt (Beesley, Supra). Je nach Art des adsorbierten Biomo- 
lekuls kann dabei die eine oder die andere Bindungsart uberwiegen. 

[0007] Eine Veroffentlichung von Prime und Whitesides (Science 252 (1 991 ), 11 54-1 1 67) offenbart, daB Mischungen 
von hydrophoben (Methyl-terminierten) und hydrophilen (Hydroxyl-, Maltose- und Hexaethylenglykol-terminierten) Al- 
so kanthiolen die Adsorption von Proteinen an planare Goldoberflachen unterdrucken konnen. Eine Stabilisierung der 
Proteinadsorption durch Alkanthiole wird weder offenbart noch nahegelegt. 

[0008] Uberraschenderweise wurde nun festgestellt, daB durch Thioloder/und Disulfidgruppen substituierte Polye- 
thylenglykole sich hervorragend zur Stabilisierung von Biomolekul-Partikel-Konjugaten eignen. Durch die im Vergleich 
zu den Stabilisatoren des Standes der Technik starkere Bindung des substituierten Polyethylenglykole an die Parti- 
55 keloberflache wird eine wesentliche Verbesserung hinsichtlich der Stabilitat der Konjugate erreicht. Dies fuhrt zu einer 
verbesserten Langzeitstabilitat und einer geringeren Aggregationsneigung in Losung, zu einer besseren Stabilitat ge- 
genuber Veranderungen der Umgebungsbedingungen und einer verbesserten Testfunktion, z. B. Chromatographieei- 
genschaften. Besonders uberraschend war, daB diese Verbesserungen erreicht werden konnten, ohne daB dabei die 
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Funktion der Konjugate, beispielsweise durch Verdrangung der Biomolekule durch das substituierte Polyethylenglykol 
Oder durch mogliche Wechselwirkungen der Biomolekule mit dem substituierten Polyethylenglykol (z. B. Wechselwir- 
kungeri zwischen SH-Gruppen der Biomolekule und SH-Gruppen der substituierten Polyethylenglykols) im Test negativ 
beeinfluBt wurde. Im Gegenteil findet man sogar bei vielen Testformaten durch den Einsatz der substituierten Polye- 
thylenglykole eine verbesserte Testperformance, die sich in einer Verringerung der unteren Nachweisgrenze oder/und 
einer hoheren Dynamik (steilere Nachweiskurve) zeigen kann. Geeignet als Stabilisator sind dabei kurzerkettige, de- 
finierte substituierte Polyethylenglykole mit beispielsweise mindestens 2 Ethylenoxideinheiten, hohermolekulare sub- 
stituierte Polyethylenglykole mit einer statistischen Molmassenverteilung und Mischungen davon. 
[0009] Ein Gegenstand dervorliegenden Erfindung istsomiteineZusammensetzung, umfassend kolloidale Partikel, 
an deren Oberflache Biomolekule adsorbiert sind, wobei die Zusammensetzung weiterhin ein durch Thiol- oder/und 
Disulfidgruppen substituiertes Polyethylenglykol enthalt, welches vorzugsweise an der Oberflache der Partikel coad- 
sorbiert ist. 

[0010] Die erfindungsgemaBe Zusammensetzung kann als waBrige Suspension Oder auch immobilisiert, beispiels- 
weise auf einem Chromatographiematerial, wie etwa einem saugfahigen Papier, vorliegen. Wenn die Zusammenset- 
zung in Form einer waBrigen Suspension ist, enthalt sie vorzugsweise neben dem an der Oberflache der Partikel 
coadsorbierten substituierten Polyethylenglykol dieses zusatzlich im Puffer in geloster Form. 
[0011] Die Partikel konnen metallische Oder nichtmetallische Partikel wie etwa Carbonpartikel sein. Bevorzugt sind 
metallische Partikel wie etwa Partikel aus Metallen, Metalloxiden, Metallhydroxiden, Metallverbindungen, Oder mit Me- 
tallen Oder Metallverbindungen beschichtete Partikel. Besonders bevorzugt sind Metallpartikel. 
[0012] Die Metallpartikel sind vorzugsweise Edelmetallpartikel, z. B. Metalle, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus Gold, Silber, Kupfer, Platin, Palladium und Mischungen davon. Besonders bevorzugt sind Goldpartikel. 
[0013] Dermittlere Durchmesser der Partikel liegt- wie im Stand der Technik ublich - im Bereich von 1-1000 nm und 
kann je nach Anwendungszweck variiert werden. Bevorzugt ist der mittlere Durchmesser der Partikel im Bereich von 
2-200 nm und besonders bevorzugt von 2-100 nm. 

[0014] Die an der Oberflache der Partikel adsorbierten Biomolekule sind vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehend aus Proteinen, Glycoproteinen, Peptiden, Nucleinsauren, peptidischen Nucleinsauren, Sacchariden, Anti- 
genen und Haptenen. Besonders bevorzugt werden Biomolekule ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Antikor- 
pern, Antikorperfragmenten, Lectinen, Enzymen, Streptavidin, Avidin, Protein A, Antigenen wie etwa rekombinanten 
Polypeptiden oder multiplen Antigenen (vgl. WO96/03652), z.B. Polyhaptenen (mehrere an einen Trager wie etwa 
Dextran oder ein Protein gekoppelte Haptene oder Peptide), Peptiden und Haptenen (niedermolekulare Substanzen 
vorzugsweise mit einem MW < 1500 wie etwa Biotin, Fluorescein oder Digoxigenin). Bezijglich der genauen Bedin- 
gungen zur Adsorption dieser Biomolekule an Goldpartikel wird auf die bereits genannten Ubersichtsartikel De Mey 
und Beesley verwiesen. 

[0015] Ein als Stabilisator geeignetes Thiol-substituiertes Polyethylenglykol ist vorzugsweise ein im wesentlichen 
lineares kettenformiges Molekul, das an mindestens einem Ende der Kette eine Thiolgruppe tragt. Vorzugsweise ist 
an einem Ende eine Thiolgruppe und am anderen Ende eine von Thiol oder Disulfid verschiedene Gruppe. Ein als 
Stabilisator geeignetes Disulfid-substituiertes Polyethylenglykol ist vorzugsweise ebenfalls ein im wesentlichen linea- 
res kettenformiges Molekul, das innerhalb der Kette mindestens eine SS-Brucke enthalt. Bevorzugt enthalt das Molekul 
nur eine SS-Brucke und an den Enden von Thiol oder Disulfid verschiedene Gruppen. Auch Mischungen von Disulfid- 
und Thiol-substituierten Verbindungen sind als Stabilisator geeignet. 

[0016] Das durch Thiol- oder/und Disulfidgruppen substituiertes Polyethylenglykol weist somit vorzugsweise die all- 
gemeine Strukturformel auf: 


HS-R 1 


(I) 


oder 


S - R 2 


(II) 


S 


- R 3 


worin der Rest R 1 sowie mindestens einer der Reste R 2 und R 3 ein organischer Rest ist, der mindestens 2 und vor- 
zugsweise mindestens 3 (CH 2 -CH 2 -0)-Gruppen enthalt. 

[0017] Die Ethylenoxideinheiten enthaltenden Reste R v R 2 und R 3 der substituierten Polyethylenglykole werden 
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vorzugsweise so gewahlt, daB die Verbindungen ein maximales mittleres Molekulargewicht von etwa 50.000 D und 
besonders bevorzugt ein maximales mittleres Molekulargewicht von etwa 25.000 D aufweisen. Die Endgruppen der 
Reste R 1f R 2 und R 3 konnen an sich beliebig sein, bevorzugt sind jedoch OH-Gruppen oder/und O-Alkylgruppen, z. 
B. 0-C 1 -C 4 -Alkylgruppen, wie etwa O-Methyl- oder O-Ethylgruppen. 
5 [0018] Ein bevorzugtes Beispiel fiir ein geeignetes substituiertes Polyethylenglykol ist ein kommerziell von Shear- 
water Polymers Inc. erhaltliches Methoxy-Polyethylenglykol-SH mit einem mittleren Molekulargewicht von ca. 5.000 
D. Andererseits konnen auch kurze definierte Thiol- oder Disulfid-substituierte Polyethylenglykole verwendet werden, 
die beispielsweise 2-10 Ethylenoxideinheiten enthalten. 

[0019] Die erfindungsgemaBen Zusammensetzungen konnen als Nachweisreagenz, insbesondere als immunologi- 
10 sches Nachweisreagenz verwendet werden. In einer ersten bevorzugten Ausfuhrungsform wird das Nachweisreagenz 
in einem Immunoassay eingesetzt, d. h. in einem Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer Probeflussigkeit 
mittels immunologischer Methoden, z.B. durch einen kompetitiven Assay, bei dem ein markiertes Analytenanolog oder 
ein markierter, Analyt-spezifischer Rezeptor, z.B. ein Antikorper eingesetzt wird, oder einen Sandwich-Assay, bei dem 
ein markierter Analyt-spezifischer Rezeptor oder ein markierter, mit dem Analyt-spezifischen Rezeptor bindefahiger 
is weiterer Rezeptor eingesetzt wird. Bevorzugte Beispiele sind Schwangerschaftstests, z. B. Tests zum Nachweis von 
Humanchoriongonadotropin (HCG), oder Verfahren zum Nachweis von Drogen wie etwa Kokain oder Amphetaminen, 
Humanserumalbumin, Troponin T, Myoglobin und Immunglobulinen wie etwa Anti-HIV-Antikorpern. Besonders bevor- 
zugte Anwendungsformen sind Schnelltests, bei denen die zu bestimmende Probe auf ein saugfahiges, das Nach- 
weisreagenz enthaltende Material, z.B. einen Teststreifen, gegeben wird. Eine zweite besonders bevorzugte Ausfuh- 
20 rungsform, bei der die erfindungsgemaB stabilisierte Zusammensetzung verwendet werden kann, ist die Anfarbung 
von Gewebeschnitten. 

[0020] AuBerdem konnen die erfindungsgemaBen Zusammensetzungen naturlich auch fur alle weiteren Anwendun- 
gen eingesetzt werden, die fur Biomolekul-Partikel-Konjugate bekannt sind, z.B. zum Gentransfer. 
[0021] Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Stabilisierung von Konjugaten 
25 aus kolloidalen Partikeln und Biomolekulen, wobei man dem Konjugat ein durch Thiol- oder/und Disulfidgruppen-sub- 
stituiertes Polyethylenglykol zusetzt. Auf diese Weise kann eine erhohte Langzeitstabilitat der Konjugate (> 1 ,5 Jahre) 
sowie eine verbesserte pH-Stabilitat und eine verbesserte Stabilitat gegenuber der Anwesenheit anderer Substanzen 
erreicht werden. 

[0022] Vorzugsweise wird das substituierte Polyethylenglykol in einer Menge zugesetzt, urn eine Endkonzentration 
30 von 0,1 uM bis 1 mM, insbesondere von 1 uM bis 100 nM zu ergeben. 

[0023] Weiterhin kann man zusatzliche, aus dem Stand der Technik bekannte Stabilisatoren, wie etwa inerte Pro- 
teine, z. B. Rinderserumalbumin, oder/und unsubstituierte Polyethylenglykole einsetzen. 

[0024] SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung auch einen Testkit fur ein immunologisches Nachweisverfahren, 
der eine erfindungsgemaB stabilisierte Zusammensetzung als Nachweisreagenz enthalt. 
35 [0025] Weiterhin soil die Erfindung durch die Abbildung und die nachfolgenden Beispiele erlautert werden. 
[0026] Es zeigt: 

Abb. 1 einen Vergleich der Testperformance von erfindungsgemaB stabilisierten Antikorper-Gold-Konjugaten mit 
Konjugaten des Standes der Technik. 

40 

Beispiel 1 

Synthese von Thiol-substituierten Polyethylenglykol-Verbindungen 

15 [0027] 25 g Tetraethylenglykolmonomethylether (Fa. Kodak) wurden mit 25 g Tosylchlorid in 150 ml Pyridin umge- 
setzt. Der Ansatz wurde mit Wasser verdiinnt und anschlieBend mit Essigester extrahiert. Das durch Einengen ge- 
wonnene Tosylat (13 g) wurde mit 15 g Phthalimid-Kaliumsalz in DMF bei 150 °C umgesetzt. Das Reaktionsgemisch 
wurde mit Wasser verdunnt und mit Essigester extrahiert. Das nach Einrotieren erhaltene Produkt (10,2 g) wurde in 
50 ml Methanol aufgenommen, filtriert und mit 1 ,83 ml Hydrazinhydrat versetzt. Der Ansatz wurde 2 Stunden unter 

50 RuckfluB gekocht, abgekuhlt, mit konzentrierter HCI versetzt und vom ausgefallenen Niederschlag abfiltriert. 

[0028] Das Filtrat wurde mit 3 N NaOH alkalisch gemacht und anschlieBend mit Chloroform extrahiert. Nach Einro- 
tieren wurden 3,11 g eines viskosen 6ls erhalten. 

[0029] 500 mg dieses Ols wurden mit 244 mg Triethylamin in 10 ml THF gelost. Zu dieser Losung wurden 591 mg 
S-Acetylthiopropionsaure-O-succinimidester in 20 ml THF zugetropft. Diese Losung wurde 24 h bei Raumtemperatur 
55 geruhrt, einrotier und fiber eine Kieselgelsaule aufgereinigt. 

[0030] Zur Abspaltung der Acetylgruppe, bei der die Thiolgruppen freigesetzt werden, wurden 15 ml 25-%ige Am- 
nion iaklosung zu einer Losung von 550 mg des Produktes in Wasser gegeben. Die Aufreinigung des Ansatzes erfolgte 
saulenchromatographisch. Es wurden 300 mg einer Monomethoxytetraethylenglykolpropionamido-SH-Verbindung er- 
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halten. 
Beispie! 2 

s Herstellung von Protein-Goldkonjugaten 

[0031] Eine Losung des an Goldpartikel zu adsorbierenden Proteins wurde gegen einen geeigneten Beladepuffer 
dialysiert oder mit dem Beladepuffer verdunnt. AnschlieBend wurden eventuell gebildete Aggregate durch Zentrifuga- 
tion oder Filtration durch einen 0,2 urn-Filter entfernt. 

w [0032] Der pH-Wert der die kolloidalen Goldpartikel enthaltenden Losung wurde mit K 2 C0 3 auf den pH-Wert der 
Proteinlosung eingestellt, Dann wurde die Proteinlosung unter Ruhren der kolloidalen Goldlosung zugesetzt, 
[0033] Die Stabilisierung der auf diese Weise hergestellten Protein-Gold-Konjugate gemaB dem Stand der Technik 
erfolgte durch Zugabe einer RSA-L6sung bis zu einer Endkonzentration von 0,1 %-1 % (w/v) oder durch Zugabe einer 
Polyethylenglykollosung bis zu einer Endkonzentration von 0,01 %-0,1 % (w/v). 

is [0034] AnschlieBend erfolgte eine Reinigung und Aufkonzentrierung der Protein-Gold-Konjugate sowie die Einstel- 
lung der gewunschten Lagerpufferbedingungen, z. B. 20 mM Tris, 1 00 mM NaCI pH 8, 1 % RSA oder/und 0,01 %-0,1 
% PEG, NaN 3 . 

Beispiel 3 

20 

Vorabsattigung des Goldsols durch PEG-SH im Vergleich zu PEG 

[0035] Bei Vorabsattigung des Goldsoles gemaB Beispiel 2 durch Zugabe von 10 -5 M PEG-SH (kommerzielles 
PEG-SH MW 5000 von Shearwater Polymers, Inc. oder PEG-SH gemaB Beispiel 1 ) bzw. PEG vor der Zugabe eines 
25 monoklonalen Anti-Humanserumalbumin-Maus-lgG-Antikorpers zu 20 nm Goldpartikeln wurde gefunden, daB PEG 
durch den Antikorper vom Goldsol verdrangt werden kann, PEG-SH jedoch nicht. 

Beispiel 4 

30 Einsatz von erfindungsgemaBstabilisierten Protein-Gold-Konjugaten in Tests zum Nachweis von Humanserumalbumin 
und HCG 

[0036] GemaB der in Beispiel 2 beschriebenen Prozedur wurden Konjugate von monoklonalen Anti-Humanserum- 
albumin- und Anti-HCG-Antikorpern an Goldpartikel hergestellt. Nach Bildung der Konjugate erfolgte eine Stabilisie- 

35 rung durch Zusatz von PEG-SH in einer Endkonzentration von 1Cr 6 M bis 10" 4 M. 

[0037] Es wurden die Zugabe von PEG-SH als alleinigen Stabilisator direkt nach der Antikorperbeladung, die Zugabe 
von PEG-SH mit RSA (nacheinander oder in Mischung) als Stabilisator direkt nach der Antikorperzugabe und die 
Zugabe von PEG-SH als Stabilisator zum Lagerpuffer (Endkonzentration 10" 4 M und 10" 5 M) getestet. 
[0038] Die Tests wurden als kompetitive Ein-Schritt-Tests auf einem Teststreifen durchgefuhrt. 

40 [0039] Es wurde gefunden, daB die Funktion von Konjugaten aus monoklonalen Anti-HSA-Antikorpern und Goldp- 
artikeln durch die Stabilisierung mit PEG-SH nicht negativ beeinfluBt wird. 

Beispiel 5 

45 Stabilitat von PEG-SH-stabilisierten Goldkonjugaten 

[0040] Eine Bestimmung der in Beispiel 4 hergestellten Antikorper-Gold-Konjugate nach einer Lagerzeit von 1 ,5 
Jahren ergab, daB keine Antikorper abbluten und daB die Funktion noch vollstandig vorhanden ist. 

so Beispiel 6 

pH-Stabilitat von Antikorper-Gold-Konjugaten 

[0041] GemaB der in Beispiel 2 beschriebenen Prozedur wurden monoklonale Anti-HCG-Maus-lgG-Antikorper an 
55 40 nm Goldpartikel adsorbiert. AnschlieBend erfolgte eine Nachsattigung wie in der Erlauterung zu den Tabellen 1 a, 
1b und 1c beschrieben. 

[0042] Es wurde die Stabilitat dieser Konjugate in einem Trankpuffer (50 mM HEPES pH 7,0, 1 00 mM NaCI, 2,0 % 
Saccharose, 0,1 % RSA, 0,2 % Brij 35) getestet, der mit HCI bzw. NaOH auf unterschiedliche pH-Werte eingestellt 
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worden war. 

[0043] Testdurchfuhrung: Von alien getesteten Goldkonjugaten wurde die tatsachliche OD bei 520 nm gemessen. 
Dann wurde jede Charge mit jeweils 5 Trankpuffem von unterschiedlichen pH-Werten auf eine OD von ca. 8 verdunnt 
und sofort, nach 1 und 6 Stunden am Photometer uberpriift. 
s [0044] Tabelle 1 a zeigt die Ergebnisse fur ein erfindungsgemaBes Antikorper-Gold-Konjugat, das durch PEG 20.000 
ad 0,05 % und anschlieBend PEG-SH ad 1 |xM stabilisiert wurde. 

[0045] Tabelle 1b zeigt die Ergebnisse fur ein weiteres erfindungsgemaBes Antikorper-Goldkonjugat, das durch 
PEG-SH ad 1 jiM stabilisiert wurde. 

[0046] Tabelle 1c zeigt die Ergebnisse fur ein Antikorper-Goldkonjugat des Standes der Technik, das durch Absat- 
10 tigung ad 0,05 % PEG stabilisiert wurde. 


Tabelle 1a 


pH-Wert der 

Konjugat- 

Stammlsg 

pH-Wert des 
Trankpuffers 

pH-Wert 
nach Verd. 
auf OD8 

OD der 

Konjugat- 

Stammlsg. 

OD sofort n. 
Verdunnung 

OD nach 1 
Std. 

OD nach 6 
Std. 

8.5 

4.3 

67 

19.97 

8.3 

8.2 

8.4 


5.3 

7.1 


8.3 

8.2 

8.4 


7.0 

7.6 


8.3 

8.3 

8.5 


7.5 

8.2 


8.2 

8.3 

8.4 


82 

8.9 


8.3 

8.3 

84 


Tabelle 1b 


I pH-Wertder 
Konjugat- 
Stammlsg 

pH-Wert des 
Trankpuffers 

pH-Wert 
nach Verd. 
auf OD8 

OD der 

Konjugat- 

Stammlsg. 

OD sofort n. 
Verdunnung 

OD nach 1 
Std. 

OD nach 6 
Std. 

8.5 

4.3 

6.7 

21.49 

8.4 

8.4 

8.5 


5.3 

7.1 


8.5 

8.5 

86 


7.0 

7.6 


8.4 

8.4 

8.5 


7.5 

8.2 


8.5 

8.6 

8.6 


8.2 

8.9 


8.3 

8.2 

8.5 


Tabelle 1c 


pH-Wert der 

Konjugat- 

Stammlsg 

pH-Wert des 
Trankpuffers 

pH-Wert 
nach Verd. 
auf ODB 

OD der 

Konjugat- 

Stammlsg. 

OD sofort n. 
Verdunnung 

OD nach 1 
Std. 

OD nach 6 
Std. 

8.6 

4.5 

6.6 

20.20 

8.1 

6.4 

5.2 


4.8 

7.4 


7.8 

6.4 



5.2 

7.5 


7.9 

7.3 

7.3 


6.0 

7.8 


8.1 

8.0 

8.1 


7.5 

8.0 


7.9 

8.0 

8.1 


8.8 

8.6 


8.0 

8.0 

8.2 


[0047] Diese Ergebnisse zeigen, daB beim Goldkonjugat des Standes der Technik bei pH-Werten im sauren und 
neutralen Bereich bereits nach 1 Stunde eine deutliche Instability (Abnahme der OD) zu beobachten ist. Die OD der 
erfindungsgemaBen Konjugate bleibt hingegen konstant. Dies zeigt, daB die erfindungsgemaBen Konjugate eine deut- 
lich verbesserte pH-Stabilitat als die Konjugate des Standes der Technik besitzen. 
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Beispiel 7 


Vergleich der Testf unktion von erfindungsgemaBen Antikorper-Goldkonjugaten mit Konjugaten des Standes der Tech- 


[0048] Es wurde ein Konjugat aus einem polyklonalen Anti-Amphetamin-Schaf-lgG-Antikorper und 20 nm Goldpar- 
tikeln hergestellt. Die Nachsattigung erfolgte durch Zusatz von 0,1 % RSA. Der Lagerpuffer enthielt 2 % RSA. 
[0049] Zur erfindungsgemaBen Stabilisierung der Konjugate erfolgte eine Zugabe von 5- 1 0' 6 M Oder 1 0' 5 M PEG-SH 
nach der Nachsattigung oder zum Lagerpuffer. 

[0050] Der Amphetaminnachweis wurde als kompetitiver Ein-Schritt-Test auf einem Teststreifen durchgefuhrt. 
[0051] Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Abb. 1 gezeigt. Dort ist zu erkennen, daB das Goldkonjugat ohne Zusatz 
von PEG-SH eine deutlich flachere Testkurve und somit eine schlechtere Testfunktion zeigt als die erfindungsgemaBen, 
durch PEG-SH stabilisierten Konjugate. Ein Zusatz von 10" 5 M PEG-SH fuhrt zu einer noch starkeren Verbesserung 
als der Zusatz von 5-10 -6 M PEG-SH. 


Patentanspruche 

1. Zusammensetzung, umfassend kolloidale Partikel, an deren Oberflache Biomolekule adsorbiert sind, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Zusammensetzung weiterhin ein durch Thioloder/und Disulfidgruppen substi- 
tuiertes Polyethylenglykol enthalt. 

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, daB das substituierte Polyethylenglykol an der Oberflache der Partikel coadsorbiert ist. 

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Partikel Edelmetallpartikel sind. 

4. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 -3, 

dadurch gekennzeichnet, daB der mittlere Durchmesser der Partikel im Bereich von 1 nm bis 1 000 nm ist. 

5. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 -4, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Biomolekule ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Proteinen, Gly- 
coproteinen, Peptiden, Nucleinsauren, peptidischen Nucleinsauren, Sacchariden, Antigenen und Haptenen. 

6. Zusammensetzung nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Biomolekule aus der Gruppe bestehend aus Antikorpern, Antikorperfragmen- 
ten, Lectinen, Enzymen, Streptavidin, Avidin, Protein A, rekombinanten Polypeptiden, Peptiden, Haptenen und 
Polyhaptenen ausgewahlt sind. 

7. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 -6, 

dadurch gekennzeichnet, daB das substituierte Polyethylenglykol die allgemeine Strukturformel 


nik 


HS-R 1 


(0 


oder 


S - 


(ID 


s 


- R 3 


aufweist, worin der Rest R 1 sowie mindestens einer der Reste R 2 und R 3 ein organischer Rest ist, der mindestens 
2 und vorzugsweise mindestens 3 (CH 2 -CH 2 -0)-Gruppen enthalt. 
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8. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1-7, 

dadurch gekennzeichnet, daB das substituierte Polyethylenglykol ein maximales mittleres Molekulargewicht von 
etwa 50 000 D aufweist. 

9. Zusammensetzung nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Reste R 1 , R 2 und R 3 als Endgruppen OH-Gruppen oder/und O-Alkyl-Gruppen 
enthalten. 

10. Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1-9 als Nachweisreagenz. 

11. Verwendung nach Anspruch 10 zur Anfarbung von Gewebeschnitten. 

12. Verfahren zur Stabilisierung von Konjugaten aus kolloidalen Metallpartikeln und Biomolekulen, 

dadurch gekennzeichnet, daB man dem Konjugat ein durch Thiol- oder/und Disulfidgruppen substituiertes Po- 
lyethylenglykol zusetzt. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, 

dadurch gekennzeichnet, daB man das substituierte Polyethylenglykol in einer Menge zusetzt, urn eine Endkon- 
zentration von 0,1 (iM bis 1 mM zu ergeben. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, 

dadurch gekennzeichnet, daB man weiterhin einen zusatzlichen Stabilisator zusetzt. 

15. Testkit fur ein immunologisches Nachweisverfahren, 

dadurch gekennzeichnet, daB er eine stabilisierte Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 -9 als Nach- 


1. A composition, comprising colloidal particles, on the surface of which biomolecules are adsorbed, characterised 
in that the composition also contains a polyethylene glycol substituted by thiol and/or disulphide groups. 

2. A composition according to claim 1 , characterised in that the substituted polyethylene glycol is co-adsorbed on 
the surface of the particles. 

3. A composition according to claim 1 or 2, characterised in that the particles are precious metal particles. 

4. A composition according to any one of claims 1 to 3, characterised in that the mean diameter of the particles is 
in the range of 1 nm to 1 ,000 nm. 

5. A composition according to any one of claims 1 to 4, characterised in that the biomolecules are selected from 
the group consisting of proteins, glycoproteins, peptides, nucleic acids, peptidic nucleic acids, saccharides, anti- 
gens and haptens. 

6. A composition according to claim 5, characterised in that the biomolecules are selected from the group consisting 
of antibodies, antibody fragments, lectins, enzymes, streptavidin, avidin, protein A, recombinant polypeptides, 
peptides, haptens and polyhaptens, 

7. A composition according to any one of claims 1 to 6, characterised in that the substituted polyethylene glycol 
has the general structure formula 
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S - R 2 {ID 

I 

S - R 3 


wherein the radical R 1 and at least one of the radicals R 2 and R 3 is an organic radical containing at least 2 and 
preferably at least 3 (CH 2 -CH 2 -0) groups. 

8. A composition according to any one of claims 1 to 7, characterised in that the substituted polyethylene glycol 
has a maximum mean molecular weight of about 50,000 D. 

9. A composition according to claim 7, characterised in that the radicals R 1 , R 2 and R 3 contain OH groups or/and 
O-alkyl groups as terminal groups. 

10. Use of a composition according to any one of claims 1 to 9 as test reagent. 

11. Use according to claim 1 0 for dying fabric cuts. 

12. A method for stabilising conjugates made of colloidal metal particles and biomolecules, characterised in that a 
polyethylene glycol substituted by thiol and/or disulphide groups is added to the conjugate. 

13. A method according to claim 12, characterised in that the substituted polyethylene glycol is added in a quantity 
to yield a final concentration of 0.1 to 1 mM. 

14. A method according to claim 12 or 13, characterised in that an additional stabiliser is also added. 

15. A test kit for an immunological test method, characterised in that it contains a stabilised composition according 
to any one of claims 1 to 9 as test reagent. 


Revendications 

1. Composition comprenant des particules collo'idales a la surface desquelles sont adsorbees des biommolecules, 
caracterisee en ce que, 

la composition contient de plus un polyethylene-glycol substitue par des groupes thiol ou/et bisulfure. 

2. Composition selon la revendication 1 , 
caracterisee en ce que, 

le polyethylene-glycol substitue est co-adsorbe a la surface des particules. 

3. Composition selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que, 

les particules sont des particules de metaux nobles. 

4. Composition selon I'une des revendications 1 -3, 
caracterisee en ce que, 

le diametre moyen des particules se situe dans la plage de 1 nm a 1 000 nm. 

5. Composition selon I'une des revendications 1-4, 
caracterisee en ce que, 

les biomolecules sont choisies a partir du groupe constitue par des proteines, glycoproteines, peptides, acides 
nucleiques, acides nucleiques peptidiques, saccharides, antigenes et haptenes. 

6. Composition selon la revendication 5, 
caracterise en ce que, 

les biomolecules sont choisies dans le groupe constitue par des anticorps, fragments d'anticorps, lectines, enzy- 


EP0 811 846 B1 


mes, streptavidine, avidine, proteine A, polypeptides recombinants, peptides, haptenes et polyhaptenes. 

7. Composition selon I'une des revendications 1 -6, 
caracterise en ce que, 

le polyethylene-glycol substitue presente la formule structurelle generate 

HS - R 1 (I) 

ou 

S - R 2 (II) 



ou le reste R 1 ainsi qu'au moins I'un des restes R 2 et R 3 est un reste organique qui contient au moins 2 et de 
preference au moins 3 groupes (CH 2 -CH 2 -0). 

8. Composition selon I'une des revendications 1 -7, 
caracterisee en ce que, 

le polyethylene-glycol substitue presente un poids moleculaire moyen maximum d'environ 50 000 D. 

9. Composition selon la revendication 7, 
caracterisee en ce que, 

les restes R 1 ,R 2 ,R 3 contiennent en tant que groupes finaux des groupes OH ou/et des groupes O-alkyle. 

10. Utilisation d'une composition selon I'une des revendications 1-9 en tant que reactif indentificateur. 

11. Utilisation selon la revendication 10 pour la coloration de sections de tissus. 

12. Precede pour la stabilisation de conjugues a partir de particules metalliques colloi'dales et de biomolecules, 
caracterise en ce que, 

Ton ajoute au conjugue un polyethylene-glycol substitue par les groupes thiol ou/et bisulfure. 

13. Precede selon la revendication 12, 
caracterise en ce que, 

I'on ajoute le polyethylene-glycol substitue dans une quantite permettant d'obtenir une concentration finale de 0,1 
jxM a 1 mM. 

14. Precede selon la revendication 12 ou 13, 
caracterise en ce que, 

I'on ajoute de plus un stabilisateur supplemental. 

15. Kit ou trousse d'essai pour un precede d'identification immunologique, 
caracterise en ce que, 

il contient une composition stabilisee selon I'une des revendications 1-9 en tant que reactif identificateur. 
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